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(3) M ik rosy stem e zur Zellpermeation und Zellfusion 

© Einc Eloktroporations und/odor Fusionsbehandlung 
mikroskopischer Objekte erfolgt in einem Medium zwi- 
schen mindestens zwei Elektroden, wobei die Elektroden 
miniaturisierte Elektroden in einem Mikrosystem mit ei- 
ner Kanalstruktur sind, die zum DurchflufS des Mediums 
mit den Objekten eingerichtet ist. 
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Bcsehreibung 

Die Erlindung belrifll cine Vorrichiung zur Manipulie- 
rung und Bearheitung biologischer Objektc niillels eleklri- 
schcr Pulse, insbesondere zur Permeation (Poraiion) und/ 
oder Fusion von Zellcn oder von synlhetischen, membra- 
numhullten Gcbilden wie Liposomcn oder Vesikeln oder zur 
Permeation von Meinbran- oder Schichlmalerialicn in mi- 
tt iaturisiericn Elektrodensirukiurcn, und Manipulicrungs- 
oder Bcarbci lungs verfahren unter Verwendung einer derar- 
tigen Vorrichtung. 

Fiir best i mime bioiechnologischc, nicdizinische oder gen- 
lechnische Aufgaben ist die kurzzciligc und reversible Erho- 
hung der Durchlassigkeil der Umhiillung lebender, in einer 
Fliissigkeii suspendierler Zellen von Inleresse (Ubersichl in 
"Tilektromanipulaiion of Cells", U. Zinmieniiann, G. A. 
Neil, CRC, 1996). Neben chemischen, virusbasierlen und 
lascrinduzicrtcn Perineal ionsmcthoden hal sich wegen der 
Einfachhcit und Definierlheit der Applikation die Pennaiion 
mittcls kur/er elektrischer Pulse (Elektroporalion oder Elek- 
t roper mealion) entwickclt, wobei gepulslc Gleichslromsi- 
gnale (s. U. Zinimermann et al. in "BBA", Band 641, 1982, 
S. 160 ff.) oder gechopperte HF-Feldcr (s. 
PCT/US88/03457) verwendet wcrden. Bei den bisher allge- 
mein bckannlen, kommerziell verfiigbaren Elcktroporali- 
onsgeralen werden die lileklroporalioncn und/oder Fusio- 
nen in Kanimem mil Elektroden durchgefuhrt, deren Di- 
mensioncn wesenllich groBer als die Dimcnsioncn der bc- 
bandelten Objektc sind, wobei die lolgcnden Nachleile auf- 
1 ret en. 

Zellen konnen bisher nichl in Kullunnedien permcicrl 
werden, da diese eine hohe Leillahigkcil besilzen und auf- 
grund der niedrigen Dielektrizilatskonstante und Leitfahig- 
kcil biologischer Zellen das elektrischc Feld auBerhalb der 
Zellen verlaufen wurdc. AuBerdem wiirden die Kullunne- 
dien zu einer hohen ihermischen Belaslung der zu behan- 
delnden Zellen durch Widerslandshcizen aufgrund des 
Slromflusses durch das Kulturmedium fiihren. Der Anwen- 
dungsbereich der herkommlichen Eleklroporalionsgeralc ist 
ferncr auf robuste und widerstandsfahige Zellen beschranki. 
AuBerdem ist eine Optimierung der Fusionsparamcter wie 
z. B. der Feldsiarke und der Pulsfrequenz nur eingeschrankt 
moglich. Dies ergibt sich aus der GroBenabhangigkeit des 
maximal induzierten Transmembran potentials Vjvi IT,iLX einer 
sich in einem externen eiektrischen Feld E befindlichen 
Zelle (Radius R) gemaB V M ,nax = 1 ,5 • R • E unci der prakti- 
schen GroBenvarianz biologischer Objekte. Dies ist insbe- 
sondere dann problematisch, wenn unterschiedlichc Zellty- 
pen gleichzeilig penneiert bzw. fusion iert werden sollen 
oder nur wenigc Ausgangszellen zur Verfiigung stehen. 
SchlieBlich erlauben die herkommlichen Elektroporations- 
gerate keinc zuverlassige Einzelzcilmanipulation oder -per- 
meation. 

Es ist ferner allgeniein bekannt, daB sich biologische Ob- 
jekle auf der Grundlage negaliver oder positiver Diclcklro- 
phorese mil hoch frequent en eiektrischen I «eldern manipulie- 
rcn lasscn. Dies wird insbesondere in Mikrosystcmcn rcali- 
siert, wie es bei spiel sweisc von G. Fuhr et al. in "Naturwis- 
senschaften". Band 81, 1994, Seilen 528 ff. beschrieben ist. 
So zeigen bei einer ublichcn Losungsmiltellcilfahigkeit von 
rund 0.3 S/m biologische Zellen unter der Wirkung hochfre- 
quenter elektrischer Fclder uber einen groBen Frequcnzbc- 
rcich von rd. 1 MHz bis uber 120 MHz negative Dieleklro- 
phorese, d. h. die Zellen wcrden von mil den Hochfrequenz- 
fcldcrn beaufschlaglcn Eleklroden z.u Gcbiclcn nicdriger 
Feldstarkc bewegt. In Kullunnedien mil Leiifahigkeitcn 
iiber 1 S/m zeigen lierische Zellcn Liber all c Frcquenzen ne- 
gative Dielcklrophoresc. 
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lis ist die Aufgabe der Erlindung, eine verbesserte Vor- 
richtung zur Manipulierung oder Bearbeitung (insbesondere 
durch Pennaiion) mikroskopischer Objekte zu schalTen, de- 
ren Anwendungshereich in Bezug auf die Auswahl derTJm- 
S gebungs- oder Kullunnedien, die Optimierung der Porali- 
onsparameter und/oder die TTandhabung kleinsler Objekt- 
mengen (bis bin zu Einzelobjekten) erweilert isl. Die Auf- 
gabe der Erlindung beslcht auch darin, ein verbesserlcs 
Elekiroporaiionsverfahrcn unier Verwendung einer dcrarti- 

io gen Vorrichiung anzugeben. 

Diese Aufgaben werden durch eine Vorrichiung, ein Elek- 
lroporation sgeral bzw. ein Verfahren mil den Merkmalcn 
entsprechend den Palenlanspruchen 1, 8, 9 bzw. 12 gelosl. 
Vorleilhafle A us fit hrungs form en der Erfindung ergeben sich 

15 aus den abhangigen Anspruchcn. 

Die Grundidee der Erfindung beslehl darin, von den her- 
kommlichen, makroskopischen Elektroporaiionsanordnun- 
gen zu Mikrosystcmcn ubcrzugehen, bei denen die Objckl- 
behandlung in Umgebungs- oder Kullunnedien zwischen 

20 miniaturisierten Eleklroden stall lindet. GemaB einem erslen 
wichtigen Aspekl der Erfindung sind die Elektroden in ei- 
nem Mikrosysiem mil einer Kanalslruklur vorgesehen. Im 
Unlerschied zur herkommlichen Eleklroporation in ge- 
schlosscnen Kiiveltcn ist die Kanalslruklur als DurchfluBsy- 

25 stem eingerichlei. Die zu behandelnden Objekle werden so- 
mit vom stromenden oder flicBenden Medium zu den Elek- 
lroden gefuhrl und beim DurchduB oder wahrend eines zeit- 
lich begrenzlen, orlsfesten dieicktrophoretischen Positionie- 
rens der Objekte in Bezug auf die Elektroden penneiert. Gc- 

30 niaB einem zweiten wichtigen Aspekl der Erfindung werden 
die Objekle mit einem derart geringen Abstand von den 
Elektroden permcierl, daB selbst in hochleitfahigcn Medien 
eine Permeation erfolgen kann. Im Mikrosysiem sind Elek- 
troden zur Ausubung von Polarisalionskraften auf der 

VS Grundlage negaliver Dieleklrophorese und Elektroden zur 
Eleklroporation vorgesencn. GemaB einem dritlen wichti- 
gen Aspekl der Erfindung sind Elektroden vorgesehen, die 
eine Doppelfunktion erf u lien. Eine erfindungsgemaBc Vor- 
richiung weist z. B. ein Elektrodensystem auf, das simullan 

40 zur Halterung der Objekle im Medium oder zur Fuhrung der 
Objekte in einem sUomenden Medium sowie zur Bcauf- 
schlagung der Objekle mil eiektrischen Fcldem zur Reali- 
sierung der Elektxoporation eingerichlei ist. Im Unterschied 
zu herkommlichen Elektroporalionsgeraten bilden die Elek- 
45 troden erfindungsgemaB einen mindestens in zwei zueinan- 
der senkrechlen Raumrichtungen geschlossenen Kafig, in 
dem die Objekle manipulierl und der Eleklroporation ausge- 
seizi werden. 

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfin- 
50 dung ist das Eleklrodensyslem so eingerichlei, daB die Pora- 
lion der Objekle enlsprechcnd vorbestimmter Poralionsmu- 
slererfolgt. Hicrzu besitzen die Elektroden (Pulselcktrodcn) 
feldformende Einrichtungen wie z. B. Eleklrodenspitzen, 
die entsprechend den gewunschten Porationsmuslern ange- 
55 ordnel sind, oder Abschinn- oder Abdeckelemcnle, die ein 
Freiliegen der Eleklroden in Bezug auf das Medium mil dem 
oder den Objckten enlsprechcnd dem gewunschten Porali- 
onsmusler erlauben. 

liine erfindungsgemaBc Vorrichiung wird vorzugsweisc 

60 als Mikrosystem mil Kanalslrukluren aufgebaul, die in min- 
destens einem Bereich mit einem erfindungsgcmaBcn Elek- 
lrodensyslem ausgcslallct sind (Eleklroporaiionsbcrcich). 
Vorlcilhaflerwcise wcrden derartige Elektroporalionsberei- 
che im Mikrosysiem mit an deren Bereichen zur Behandlung 

65 oder Manipulierung der Objektc z. B. zum S annuel n oder 
Trennen bestinunler Objckllypen (Manipulierungsbereich) 
kombinierl. lirfindungsgcmaBc Mikrosyslcme werden vor- 
zugsweisc als Durch fluBsy sic me belricben. 
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Die Erfindung besiizi die folgcnden Vorleile. Erfindungs- 
gcmaBc Vorrichlungcn crlaubcn Ob j ck I perineal ionen in 
physiologischen Losungen. Somil wird die Anwendbarkeil 
der Hleklroporation aui" Mcdien mil holier T,eilfahigkeit 
(z. B. iiH Bercich von 0.01 bis lOS/m) crwcilen. lis wird 
crslnialig eine zuverliissige, bcruhrungsfrcie und schonendc 
Permeation einzclner Objckle odcr Objektgruppcn in frcier 
Losung crmoglicht. Die Miniaiurisierbarkeil des Systems 
erlaubt cine Erhohung dcr Elektrodenhalibarkeil und cine 
Vcrringcrung der Elektroporations-Pulsampliluden (bis in 
den Voll- bis 1(K) V- Bercich), wobei dennoch die erforderli- 
chen hohen Feldstarken er/ielbar sind. Es wird crslmals er- 
moglichl, die zu behandelndcn Objckle simullan an mchre- 
ren Stellcn entsprechend vorbestimmien delinierten Porali- 
onsmustern zu behandeln. Es wird einc Kombination der 
bisher auf makroskopische Anwendungen beschrankten 
Elekiroporaiionstechnik mil Verfahrensweisen der Mikrosy- 
slcnitcchnik cnnoglicht. 

Weitere Vorleile bestchen in dcr crhohlcn Eflizicnz und 
Ausbeulc der Hleklroporation. der verminderlen Warmepro- 
duklion durch Mininiierung der Eleklrodenoberflache, der 
Moglichkeit der Permeation unterschiedlich groBer Objckte 
und der zeitelYektiven Permeation von Objekten in Durch- 
fluBsyslcmen bei niedrigen Spannungen. 

Die Erfindung isl nichl aufbiologisehe Zellen beschrankl, 
sondcrn kann entsprechend mil alien inleressierenden syn- 
thctischen, membranumhullten Gebilden wie Liposomcn 
oder Vesikein odcr mil Mcmbran- odcr Schichtmaterialicn 
implcmentieri werden. 

Weitere Vorleile und Einzelhcitcn dcr Erfindung werden 
im folgcnden unter Bczug auf die beigefuglcn Zeichnungen 
erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1A, IB zwei Austiihrungsformeii von Eleklrodensy- 
stemen in erfindungsgemaBen Vorrichlungcn in schcmali- 
schcr Perspcktivansicht, 

Fig. 2 A, 2B zwei weitere Ausfiihrungsfoniicn von Elek- 
irodensyslcmcn in schcmalischcr Perspcktivansicht, 

Fig. 3 eine weitere Ausfiihrungstbnn eincs Elektrodensy- 
steins mil planarcn, slrukturierlcn Eleklroden, 

Fig. 4, 5 schematische Darslellungcn zur Illustration des 
Fe ldl i nien vert auf s bei dcr Elektroporation, 

Fig. 6 eine schematische Perspcktivansicht zur II lust ra- 
don erfindungsgemaBer feldformender Einrichlungen am 
Elckirodcnsyslem, 

Fig. 7 eine schematische Darstellung eines Mchrkanal- 
Mikrosystems, das zur erfindungsgemaBen Poration von 
Objekten unlerschiedlicher GroBe eingerichlet isl, 

Fig. 8 eine schematische Darstellung eincs erfindungsge- 
maBen ElekLroporalors mil DurchfluBbctricb, 

Fig. 9 schematische Darslellungcn weiicrcr Elektroden - 
fonnen fur drei dimension ale Anordnungen von Elektroden- 
syslcmcn. 

Fig. 10 schematische Darslellungcn zur Illustration der 
Kombination von Porations- und Manipulierungsbereichen 
in ertindungsgemaften Mikrosyslcmcn, und 

Fig. 11 cine weitere Ausfuhrungsfonn eincs Elektroden- 
systcmcn in schcmalischcr Draufsicht. 

Die folgcnde Erlaulcrung bczieht sich insbc sonde re auf 
die Elcktrodengeslallung und -beschallung in erfindungsge- 
maBen Vorrichlungcn. Einzelheiien dcr Hcrslellung von Mi- 
krosyslcmcn mil halblcilcrlechnologischen Mitleln, der 
Kombination von Mikrosyslcmcn mil Probenzufuhr- oder 
Dctekiionssyslemen, der Erzeugung dcr Hochfrcqucnzf el- 
der zur Dielektrophorese und dcr Gcsiallung der Perineal i- 
onspulsc werden nichl im cinzclncn erlautert, sowcil dicsc 
an sich aus den herkommlichen lech ni ken bekannl sind und 
in analoger Weise bei dcr erfindungsgemaBen Vorrichlung 
ubcrnonmicn werden konnen. Bei den folgcnden Darslel- 



lungcn wird in der Kegel ein rundes Objeki gczeigt, das 
slcllvcrtrclcnd fiir die obcngenannlcn, zu behandelndcn Ob- 
jckte dargeslellt wird. Dcr Schwerpunkl der folgcnden Er- 
laulcrung liegl bei der Elcklroporaiion in Durch MuRsysle- 

5 men. Hicrbei wird dcr Elcklroporalionshcrcich der crlin- 
dungsgemaBen Vorrichtung von einem Medium (Umhul- 
lungs- oder Kullurmediuni) mil den zu behandelndcn Ob- 
jekten durchsLroml, wobei minialurisicrlc Eleklroden Feld- 
barricrcn in Richtungen senkrecht zur Siroiuungsrichiung 

to (zweidimensionale Feldkafigc) bilden. Die Erfindung isl 
enlsprechend in stationarcn Sysiemen insbesonderc mil 
dreidimcnsionalen Feldkatigcn implemcnlierbar. 

Die Fig. 1A, IB zeigen bcispiclhafle Ausfuhrungsformen 
von Elektrodensystemcn von Durch fluBanordnungcn crlin- 

15 dungsgemaBcr Vorrichlungcn. In Mikrosystemen mil Kanal- 
strukturen (bcispiclsweise halbleilcrtcchnologisch prozes- 
sierte Kanaie in Si-Chips) sind jeweils zwei der zum Elck- 
trodensystem gehorenden vicr Eleklroden an dcr obcren 
bzw. untcrcn Kanalbegrcnzung (Deckel bzw. Boden) ange- 

20 bracht. Die perspektivischen Darslellungcn zeigen die Elek- 
lroden llaundllbals obcre Eleklroden und die Eleklroden 
11c und lid als unierc Eleklroden. Die nichl dargeslellten 
Kanalbegrenzungen sind vorzugsweisc cbenc Halblcilcr- 
oberflachen im Chip, auf dencn die Eleklroden mil geeignc- 

25 ien Deposit ion sverf ah ren gebildel sind. Es isl hervorzuhe- 
ben, daB die Eleklroden im wesent lichen schichtformig auf 
den Kanalbegrenzungen aufgebracht sind und somil nichl 
bzw. nur geringfugig in den Kanal hincinragen. Gesonderic 
seitliche Kanalbegrenzungen zwischen den obcren Elektro- 

30 den eincrseils und den untcrcn Eleklroden andcrcrseils sind 
aufgrund der Feldkafigfunktion des Elekirodensystems 
nichl erforderlich. Das Elektrodensystcm isl zur Ausbildung 
eleklrischcr Feldbarrieren auf der Grundlage negaliver Di- 
elektrophorese zwischen den Objekten 13 und den obcren 

*5 bzw. untcren Kanalbegrenzungen bzw. den sich scillich an- 
schlieBcndcn Kanalraumcn eingcrichlel. 

Im Unterschied zu herkommlichen Elektroporalionskam- 
mcrn werden eriindungsgemaB mindeslens zwei (vorzugs- 
weisc vicr oder mehr) Eleklroden dreidimcnsional in einem 

40 Kanal angeordnet. Die Objeklc 13 (z. B. biologischc Zellen) 
werden durch eine Mcdien slromung odcr einc andcre Krafi 
(Ptcilrichlung in Fig. 1A) durch das Elektrodensystcm ge- 
fiihrt und auf der Grundlage negaliver Dielektrophorese von 
den Elektroden weg in den Zentralbereich des Kanals ge- 

45 driickt. Zur Erzielung bcslimmter Bewegungsablaufe kon- 
nen die Elektroden 11a- lid bandartig verschieden geslallel 
sein, so z. B. kurvenfomiig (Fig. 1 A) odcr gerade (Fig. IB). 

Das Eleklroden material wird anwendungsabhangig ge- 
wahlt und bcsleht vorzugsweisc aus Plat in. Titan, Tanlal 

50 oder Legierungen aus diesen. Die Dicke der Elektrodenban- 
dcr liegt im um-Bereich und isl vorzugsweisc < 1 }im. Cha- 
rakteristische Kanalqucrdimcnsionen liegen im Bercich von 
rd. 1 pm bis 100 um. 

Die Elektroden 11 a- lid sind jeweils entsprechend mil 

55 elektrischen Slcuerleilungen 12a-12d vcrbunden. Die Sleu- 
erleiiungen fiihrcn zu ciner (nichl dargcsiellicn) Sieuerein- 
richlung, die cincn Hochfrequcnzgcncrator zur Erzeugung 
dcr Hochfrequenzi elder fur die negalive Dielektrophorese 
und eincn Pulsgcnerator zur Erzeugung dcr Permealions- 

60 pulse en I hall. In dicscm Fall funklioniercn die Eleklroden si- 
mullan als Hochfrequenz- und Pulseleklrodcn. 

Bcim erlindungsgemaBcn Betrieb werden die zu behan- 
delndcn Objckte 13 mil dem Medium durch den Kanal mit 
dem Elckirodcnsyslem 11a lid gcfuhrl. Das Elektrodensy- 

65 stem wird simullan mit TTF-Spannungcn (Bercich z. B. 
1 MHz bis iibcr 120 MHz) und Permealionspulsen (Dauer 
us-Bcrcich. Amplilude bis 100 V) bcaufschlagl. Die Ob- 
jckle werden somil si mu I tan in den Ze n l ral bercich des Ka- 
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nals gcdrtickl, wo die Pcnneaiionspulsc wirken, die zu cincr 
rcvcrsiblcn OlTnung dcr Zcllmcmbran tiihren. Die simullanc 
Nulzung des Eleklrodcnsystems fur beidc Funklionen stelli 
cmcn hesondercn und bci dcr I'riihcrcn Belrachlung her- 
kommlichcr Hlekiroporaiionsgeraic und Mikrosvslcmc 5 
nichl erwarielen Vorleil dar. 

Die in Kanalstromungsrichlung wirksainc Lange dcr 
Elektroden 11a lid kann anwendungsabhiingig vcrschieden 
ausfallen bzw. dazu cingcrichtci scin, daB niehrerc Objektc 
13 (Fig. 1A) gleichzeiiig, aber raumlich gclrcnnl im Hick- io 
trodensyslem peniieierl werden. 

Ein besondercr Vorleil dcr Erhndung. namlich die Bereii- 
stellung vorbcslimnilcr Poralionsmusler, wird im fclgenden 
unter Bezug auf die Fig. 2A, 213 erlautert, die zwei Ausfiih- 
rungsfonnen mil Eleklrodensyslemen zeigen, die mil feld- 15 
lonnenden Einrichlungen versehen sind. Die Eleklrodensy- 
siemc bestchen aus den Elekirodcn 21a 21d mil den cni- 
sprcchcndcn clcktrischcn Stcucrlcilungcn 22a 22d und 
fcldfornienden Elektrodenelemcnten 25 und 26. In Fig. 2A 
isl aus Ubersichtlichkeiisgrundcn wic bei Fig. 1A, IB nur 20 
das Elektrodensystcni und das Objekt 23 ohne die Kanalhe- 
grenzungen und ohne andere Teile des Mikrosyslemschips 
dargestelli. In Fig. 2B sind lediglich die feldfonncnden Elc- 
mente (oder separalen Elektroden) 25a 25j, 26a 26 j, das 
Objekl 23 und zur Verdeulliehung die Ebenen der oberen 25 
bzw. unteren Kanalbegrenzung 27, 28, nichl jedoch ggf. vor- 
handene, die Elemente in Gruppen verbindende Eleklroden- 
bander bzw. die elcklrischen Steuerleitungen dargestelli. 

Die fcldfornienden Elemente 25, 26 sind Elcktrodcnstuk- 
luren, die sich band- oder linienfdmiig auf der jcweiligcn 30 
Kanalbegrenzungsoberflache hin z.ur Kanalmilie erstrecken. 
Die Langsdimension hin zur Kanalmilie wird derarl ge- 
wahll, daB die Endcn der feldforiiieiulen Elemente nur noch 
cinen Abstand von rd. einem bis eincm halben Objekldurch- 
messer vom Objekt 23 enlfcrnt sind. Die Querdimensioncn :w 
werden so gewahlt, daB sich spitzenfoniiige Struklurcn er- 
geben, die wesenilich diinner als die charaklerisiische Ob- 
jektdimension sind. 

Die feldfonncnden Elemenlc 25, 26 verursaehen cine 
hohe Feldlinienkonzentration und soinii none Feldsiarkcn in 40 
lokal eng begrenzlen Bcreichen. Damil ergibt sich auch im 
Medium eine Feldlinicnbundelung und somil ein dielektri- 
scher Durchschlag an bestinmiten Orlen auf der Oberflache 
des Objekts 23. Die ortlichc Vertcilung der Durchschlage 
enisprichl der Vertcilung der feldfonncnden Elemenlc und 45 
ergibt ein vorbestimmtes Poralionsmusler. 

Die Fig. 2A zeigt eine Ausfuhrungsform mil vier Elektro- 
den 21a-21d mil eincr raumlichen Anordnung analog zu 
Fig. 1A. Die Fig. 2B hingegen ist eine Mullielcklrodenan- 
ordnung, die als DurchfluRsyslcm oder ais stalionares Sy- 50 
sieni mil eineni geschlossenen Feldkafig betrieben werden 
kann. Es ist moglich, daB jedes dcr fcldfornienden Elemente 
25a-25j. 26a~26j gcmaB Fig. 2B cine separate Eleklrodc 
mil einer eigenen elcklrischen Steucrieitung darslclh. Erfin- 
dungsgcmaB isl cs nichl zwingend erforderlich, daB die 55 
Elekirodcn die gcnannie Doppelfunktion erfullen. Sind bei- 
spiclswcisc viclc, fcin slrukturicrlc fcidformendc Elemenlc 
l ur die Elektroporalion gcmaB Fig. 2B vorgesehen, so ist cs 
moglich, daB dicsc Spitzcnclektroden bei Ansleuemng mil 
cincr Hochfrequcnz-Spannung kcine geniigenden Feldkrafte 60 
aulbnngen, urn das /.u bchandelndc Objekl im interessicren- 
den Bereich zu positioniercn oder zu fokussieren. In diescni 
Fall konnen gcsonderle (nichl dargcslcllic) Elekirodcn zur 
Erzcugung gecigneier Fcldbarrieren vorgesehen scin. 

Zur Erhohung dcr lokalcn Fcidlinicnkonzcnlration kon- 65 
nen an den kanalseiligen Enden der feldfonncnden Ele- 
mente zusatzlich (nichl dargestcllte) Spilzcn- oder Kanten- 
strukturcn vorgesehen scin. 



Fig. 3 zcigl cine wcitcrc Ausfuhrungsform mil planarcn 
oder schcibenformigen Elekirodcn 31, 32, zwischen denen 
das Objekt 33 mil einem DurchfluBsystcm hindurchgeluhri 
wird. Diese Ausfuhrungsform isl somil eine Xwei-Eleklro- 
denanordnung, hci dcr wieder die Elekirodcn eine Doppel- 
funktion in Bezug auf die Dieleklrophorese und die Eleklro- 
poralion erfullen. Jedc der Elekirodcn 31, 32 besitzt eine in- 
nere sternlormige Ausnehmung, so daB das Eleklrodenma- 
terial Spilzcn 34 bildci, die analog zu den feldfonncnden 
Elemental 25, 26 in den Fig. 2A, 2B Feldlinienkonzenlra- 
tionen und somil ein bcslimmler Poralionsmusler auf dem 
Objekl 33 ergeben, sobald die Durchschlagsspannung er- 
rcicht ist. 

Die Fig. 4 und 5 illuslrieren die feldfonnendc Wirkung 
dcr Elektroden bzw. der feldfonncnden Elemenlc bci erhn- 
dungsgemaBcn Vonichiungen. Fig. 4a zcigl den Feldlinien- 
verlauf in dcr Nahc und durch eine biologischc Zellc 43 bei 
nicdrigcr AuBcnlcitfahigkcit, wic cr bcispiclswcisc bci hcr- 
kommlichen Peniieationsanordnungen gegeben ist. Fig. 4b 
zeigt die Siluaiion bei hohcr AuBenleitlahigkeil. Die bci 
niedriger AuBenleitlahigkeil auftrelendc Bundelung der 
Feldlinicn 41 im Bereich 43a, 43b der Oberllache des Ob- 
jekts 43 kann bei hoher leiiender AuBenlosung nichl erreichl 
werden, da die Fcldlinicn 41 das Objekl 43 vorrangig uni- 
flieBen und wenigcr durehselzen. Wird fiingegen geinaB Fig. 
5 das Ende der Eleklrodc bzw. des feldformenden Elements 
51 mil moglichsl geringer Querdiniension (d. h. moglichst 
spitz. Krummungsradus <^ K Objekt radius) nahe an die Ob- 
jcklobcrnachc (z. B. Oberflache cincr biologischcn Zellc) 
53 angcordnct, so konnen auch in hoch lcilfahigen AuBenlo- 
sungen (physiologischc Kulluniiedicn) genugend hohe 
Feldsiarkcn fur die Elekiroporation erzicli werden. Dcr Ab- 
stand der Spilzc dcr Eleklrodc 51 von der Objektobcrflachc 
betragt vorzugsweise weniger als ein Objekldurchniesscr. 
Die Feldlinicn 52 zeigen den Bereich des dicleklrischen 
Durchbruchs durch die Membran oder Oberllache des Ob- 
jekl s 53. 

Eine andere Gestallung feldfonnender Elemenlc isl in 
Fig. 6 illustrien. Bei diese m Elektrodcnsystem sind zwei 
Elekirodcn 61, 62 in planarcr. flachiger Gestallung vorgese- 
hen. Die feldfonncnden Elemente werden durch Isoiations- 
schichten 65 auf jeder der Elektroden auf der dem Kanal 
bzw. den Objekten zugewandlen Seiten gebildel. Die Isola- 
lionsschichten 65 besitzen an vorbeslinimicn Positioncn 
Ausnehmungen oder Offnungen 54, an denen die melalli- 
sche Elektrodenflache (dunkel dargstellt) mil dem Medium 
in Beruhrung konimt. Die Ausnehmungen 64 konnen in vor- 
bcsufnmtcr Weise mil den verschiedensten Ofifnungsformen 
mil eckigen, kurvenformigen oder langgestrcckten Umhul- 
lungen vorgesehen sein. Die Elektroden 61, 62 sind auf Sub- 
strain (nichl dargestelli) mil den Melhoden der Halbleiier- 
lechnologic prozessierl. Als Substrat material konimt hier 
wic bci den andcren Austiihrungsformen neben Halbleiter- 
malerial (/.. B. Silizium) auch Glas, KunslstolT, Keramik 
oder dgl. in Fragc. Das Bezugszeichen 63 hezeichnel das 
Objekt. das im Kanal zwischen den Elektroden 61, 62 hin- 
durchgeluhri oder hindurchgestromi wird. 

Die Ausnehmungen 64 bewirken analog zur Funktion der 
feldfonncnden Elemenlc in Spilzenform eine Konzcntralion 
der Fcldlinicn, so daB sich cine Pcnneaiion des Objekts 63 
an bcslimmlen Slcllcn ergibi bzw. das vorbesiimmic Porali- 
onsmuslcr ergibi. 

Ein besondercr Vorleil der Ausfuhrungsform gcmaB Fig. 
6 bcsiehi darin, daB Bclastungcn des Elektroden materials 
durch rclativ hohe Puisspannungen vcrringcrl werden. Die 
Pulsspannungcn konnen hier wie bei den andcren Ausfuh- 
rungsfonncn im Bereich von 1 V bis zu cinigen 100 V lie- 
gen. 
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Cicgcnsland dcr Erfindung isi auch die Koinbinaiion cincs 
minialurisicrlcn Elektroporaiionssysiems gcmaB cincr dcr 
oben erlautcrten Ausfuhrungsformen mil cine in minialuri- 
sicrlcn Oh jeki manipulator und/oder -delcklor, wobci cine 
Eleklroporation dcr Ob jcktc nur an vorbcslininitcn Objeklen 
odcr cnlsprcchcnd vorbcstinimlcr Zcilmuslcr vorgenommcn. 
wird. Bin dcrartiges System kann anwendungsabhangig ana- 
log zu den in Fig. 7 gezeiglen Grundsiruklurcn gcslaliet 
scin. 

Fig. 7 isl cine schcmatischc Draufsichl aufcin miniaturi- 
siertcs Mehrkanalsystem, bei deni /.wei Kanale 71, 72 vor- 
gesehen sind, die von Randclemenlcn 73a begrenzt und 
durch Trcnnclemenic 73b (Spacer) gelrcnnl sind. Die Ka- 
nale 71, 72 werden in Pfeilrichlung von einem Medium 
durchstromt. 

Das Mikrosyslem umlaBl eincn Manipulalionsbereich A 
und eincn Elekiroporaiionsbercich B. Im Manipulationsbc- 
rcich A crfolgi cine Trcnnung cinslromcndcr Objcktc und/ 
odcr eine Deteklion. Beim dargcstellten Beispiel isl im Ma- 
nipulalionsbereich A ein Paar von Ablenkelektroden 76 vor- 
geschen. die sich im Kanal 71 schrag zur Stromungsrichtung 
erstrecken. Die Ablenkelektroden umfassen eine unlcre 
Elcktrode am Kanalbodcn (nicht dargestellt bzw. verdeckl) 
und cine obere Elektrode an der oberen Kanalbegrenzung. 
Zwischcn den Eleklroden kann das Medium frei durchslro- 
men, wobei jedoch bei Beaufschlagung mil einem hochfrc- 
quenlen Wechsclfcld cine clcklrischc Fcldbarriere aufgebaul 
wird. die sich im Kanal 71 schrag zur Stromungsrichtung er- 
st reck I.. 

Die dielektrophorelischen Kraftc sind abhangig vom Ob- 
jeklvolumen. Bei hiologischcn Objeklen werden zur Vcr- 
meidung von Membranvorschadigungen Wechselfelder mil 
Frcqueny,en obcrhalb von 10 MHz verwendel. Bcim dargc- 
slellten Beispiel erfolgl ein Einstromen eines Zc I lge miseries 
beslehcnd aus groBen Zellen 74 und kleincn Zellen 75. Die 
Spannung zwischen den Ablenkelektroden wird dcrart gc- 
wahll, daB auf die groBen Zellen 74 cine genugend groBe di- 
elekirophorelische AbsloBungskrafl wirkt, so daB diesc enl- 
lang dcr Erslreckungsrichlung der Ablenkelektroden durch 
eine Offnung zwischen den Trennclementen 73b in den 
zweiien Kanal 72 uberfuhn werden. Die kleinen Zellen 75 
hingegen konnen die Feldbarrierc zwischen den Ablenk- 
elektroden 76 passieren und bleiben im ersten Kanal 71. 

St romab warts in den Kanalen sind Detekloren 78 vorgc- 
schen. Falls an diesen der Vorbcilriti von Zellen z. B. elek- 
Lrisch oder oplisch detektierl wird (z. B. durch eine Wider- 
siandsmessung oder millels Photodioden), so wird unter Be- 
rucksichtigung der Siromungsgcschwindigkeit mil eincr be- 
stiimntcn Vcrzogerungszcil im Elcktroporationsbereich B 
die Eleklroporation mil den Elektroden 77, 77a ausgelost. 
Die Poralionsparameter und die ElektrodcngroBe ist dabei 
an die getrennlcn ZellgroBen angepaBl. Bei den Eleklroden 
77, 77a handcll es sich vorzugsweise uni dreidimensionale 
Elcktrodenanordnungen, wic sic bcispielhafl oben erlauteri 
wurdc. Die Eleklroden sind wiederuni am Boden bzw. Dck- 
kel des Kanals 71 oder 72 angebrachl. Das Auslosen eincs 
Fusions- odcr Korrationspulscs kann rechnergeslutzl odcr 
durch einen dctektorgekoppellen Schaller crfolgcn. 

Nach dcr Permeation konnen die penneiertcn Zellen 79, 
80 gcgcbenenfalls die lckl rise h gcsanunclt und fusionicri 
werden, wobei wiedcrum Ablenkelektroden benutzl wer- 
den. 

Das in Fig. 7 bcispielhafl gczcigtc System laBt sich an- 
wendungsabhangig beliebig auf mchr Kanale, komplexere 
Ablcnklcchnikcn und Elcklroporationcn an mchrcrcn Slufcn 
crweitem. 

Fig. 8 zcigl ein wci teres Beispiel cincs Mi krosy stems, das 
zur mehrslufigen odcr kontinuierlichcn Permeation ohne zu- 
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saT/.lichc Scnsoreinrichtungcn cingcrichici isl. Beim Mikro- 
syslem gcmaB Fig. 8 fiihrt cin Kanal 80 zwischen zwei Be- 
grenzungen 81 cine Stromung eines Mediums mil den Ob- 
jeklen 83. Seitlich an den Kanalbegrcnzungcn 81 sind Elek- 

5 iroden 82 angebrachl, die zur Eleklroporation eingerichtel 
sind. Die Eleklroden 82 sind iiber elektrische Sic ucr lei tun- 
gen 85 ansleuerbar. die Schallclcnicntc 84 zum geziellen 
Betatigen einzelncr Elektroden 82 aufweisen. Die Langc der 
Einzelclekiroden bzw. Elektrodenkombinalionen in Kanal- 

K) langsrichtung, die Siromungsgcschwindigkeit und die gc- 
wiinschte Poralionspulslange und -wiederholdaucr crlauben 
cine koniinuierlichc Pcnnealion der Objcktc wahrend des 
Durchlrills durch den Kanal. Bei Eleklroden mil eincr Langc 
von z. B. 1 mm und einer Siromungsgcschwindigkeit von 

15 1 nini/s ist sichergeslellt, daB bei einer Pulsperiode von 1 s 
jedc Zclle pro Periode eincn Puis crfahrt. Der Ein sat z einer 
Vielzahl von Einzelclekiroden anstelle eincr sich lang er- 
slreckcndcn, cinhcitlichcn Elcktrode bcsilzt den Vortcil, daB 
an einer integral en Elektrode Spannungsverlustc und Erwar- 

20 mungen auftrelen wurden, die die Eleklroporation nachteilig 
beeinflussen konnlen. 

Fig. 9 zeigt Abwandlungen dcr Eleklroden anordnung gc- 
maB Fig. 8. Von den dreidimensionalen Elcklrodcnsystemcn 
ist jeweils nur eine Ebene dargeslelll. Vorzugsweise wird die 

25 /.weite Ebene sandwicharlig spiegelsymmelrisch iiber der 
ersten Ebene angebrachl. Die geraden Elektroden 91 A par- 
allel zum Kanal besilzen den Vorteil, daB das Feld cine 
gleichbleibcnde Feldstarkc besilzt. Die Kontakte zu den 
Subelektroden konnen iiber Schallelemenle 91 A 1 extern ge- 

30 stcuert werden. Allcrnativ konnen Kurvcniormen 91 B 
(Dreiccksfonn, Sinus form odcr sogenannte "castellated" 
Form) fur bestimmle Zelltypen durch Variaiion dcr Feld- 
starkc bevorzugl scin. Scgmenlierle Einzelclekiroden soli- 
ten dcrart dimensionicrt sein, daB die Einzelsegmente eine 

V5 Liinge von rd. 100 pin in Kanalrichtung besilzen. 

Fig. 10 illustriert die Prinzipien dcr Kombination von 
Manipulations- und Elektroporaiionsbercichcn. So konnen 
cnt weder zwei getrennle Slrukluren 101 A oder eine gemein- 
samc Slruktur 101B benulzl werden. Im Manipuialionsbc- 

40 rcich ("Sammeln") erfolgt cine Beaufschlagung der Elektro- 
den mil dem Hochfrequenzfeld zur Ausbildung von Feld- 
barrieren, die die Objcktc in den Porationsbereich zusam- 
menfiiliren. Es ist nicht erforderlich. daB das Hochfrequenz- 
feld fur die Dielektrophorese laufend angeschallet isl. Es ist 

45 vielmehr moglich, daB die Dielektrophorese beim Durchtritl 
eines Objekls akliviert und dazu zeitlich verzogerl (rd. 1 ms) 
die Eleklroporation durchgefuhrt wird. Die Verzogerung 
hangt je nach Anwendungsfall von der Siromungsgeschwin- 
digkeit im Kanal ab. Fur Puis- bzw. HF-Generaloren fur die 

50 Eleklroporation bzw. die Dieleklrophorese isl vorzugsweise 
eine gemeinsame Massenverbindung vorgesehen. 

Eine wcitere Abwandlung gegenubcr dcr Anordnung 
101 B in Fig. 10 isl in Fig. 11 gezeigt. Die Eleklrodenstruk- 
tur 111 verjungt sich in Bewegungsrichtung der Teilchen 

55 bzw. in Stromungsrichtung im Kanal von einem groBcrcn 
Absland dcr Teilcleklrodcn hin zu einem gcringeren Ab- 
stand der rcilclcktrodcn. Eine dcrarlige Gcslallung erlaubl 
es, verschieden groBe Teilchen an verschiedenen Orten zu 
bchandcln, namlich das klcinerc Teilchen 113 A weitcr 

60 slromabwarls als das groBerc Teilchen 113B. 

Patent an spriiche 

1. Vorrichtung zur Elektroporaiions- undVoder I'usi- 
65 onsbchandlung mikroskopischcr Objcklc in cincm Me- 

dium zwischen mindcslcns zwei lilektroden, wobci die 
Eleklroden miniaiurisierte Elektroden in einem Mikro- 
syslem mil cincr Kanalslruktur sind, die zum Durch- 
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flul* des Mediums mil den Objcktcn eingcrichici ist. 

2. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, bei der die Eieklro- 
den ITochfrequcnzcIcklroden zur Positionierung der 
Objekle in der Kanalstruklur und Pulselektrodcn zur 
Elcktroporaiion und/odcr Fusion der Objekle uintas- 5 
sen. 

3. Vorrichtung gcinaB Anspruch 2, bei der die Iloch- 
irequenzclektrodcn und die Pulselektrodcn dureh gc- 
trennie Elektrodenelenienie oder durch genieinsanie 
EJcklrodenclcmenle gcbildet werden. io 

4. Vorriehiung gemaB einem der vorhergehenden An- 
spruche. bei der die Pulseieklrocien teldformende Ein- 
richtungen zur Erzeugung eines Porations- und/oder 
Fusionsniustcrs aufweisen. 

5. Vorriehiung gemaB Anspruch 4, bei der die leldfbr- 15 
rnenden Einrichtungen durch Spitzenelektrodcn oder 
Abschirmelernenie mil geeigneLen Durchtritisdtlnun- 
gen gcbildcl werden, wobei die durch die Spitzcnclck- 
troden oder die Abschirnielemente gebildeien wirksa- 
nien Elektrodenflachen eine Dimension besilzen, die 20 
wesenllich kleiner als eine charakleristischc Dimen- 
sion des jewcils zu behandelnden Objekts isl. 

6. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden An- 
spruche, bei der die Ob jekle von den Pulselektroden ei- 
nen Absland besilzen, der geringer als eine charakleri- 25 
slische Objekldimension ist. 

7. Vorriehiung gemaB einem der vorhergehenden An- 
spruche. bei der in der Kanalstruktur in DurchfluBriclv 
lung des Mediums cine Vielzahl von Pulseieklrocien 
angeordnci sind. J0 

8. Elektroporationsgerat, das mil einer Vorriehiung ge- 
maB einem der Anspruche 1 bis 7 ausgeriistei isi. 

9. Eleklrofusionsgcral, das mil einer Vorrichtung ge- 
maB einem der Anspruche 1 bis 7 ausgeriistei isl. 

10. CJcral gemaB Anspruch 8 oder 9, das als Milcrosy- AS 
stem mil einer Muilielektrodenanordnung gestaltet ist. 

11. Genii gemaB Anspruch 10, bei dem das Mikrosy- 
slem charakleristischc Dimensionen der Elcktroden im 
Bereich von 100 um oder geringer und charakteristi- 
sche Dimensionen der Elekrodenabstiindc im Bereich 40 
von einigen Duichmcssem biologischer Zellen besitzl. 

1 2. Verfahren zur Elektroporation und/oder Fusion mi- 
kroskopischer Objekle, bei dem die Objekle mit einem 
Medium durch eine Kanalstruktur eines Mikrosyslems 

an mindestens zwei Elektroden vorbeigefiihrt werden, 45 
die zur Elektroporation und/oder Fusion eingerichtel 
sind. 

13. Verfahren gemaB Anspruch 12, bei dem die Ob- 
jekle in der Kanalstruktur mit Hochfrequcnzelcktroden 
auf der Grundlage negativer Dielcktrophorese positio- 50 
nicrl oder gefiihrt werden. 

14. Verfahren gemaB Anspruch 12 oder 13, bei dem 
vor der Elektroporation bzw. Fusion eine Erfassung 
von Objckteigenschaften und/oder eine Trennung von 
Objeklen mil vcrschiedenen Eigenschallen erfolgl. 55 
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